










L 、ま がわ 主宰
良氏名・(本籍) 4マ~ JI 正
学位の種類 薬 A子- 博 士
学位記番号 第 4 9 1 8 干Eヲコ
学位授与の日付 昭和 55 年 3 月 25 日
学位授与の要件 薬学研究科応用薬学専攻








て，芽胞の最外層を形成する芽胞殻が重要な役割を果たしていると考えられている( 1, 2) 。
芽胞殻の機能を検討する際，成熟芽胞をタンパク質変性剤などで処理し その性質を検討する方法
がよく行われてきた( 3 , 4)。しかしながら， 芽胞形成過程に処理を行う方法はほとんど検討され
ていない。 Fig. 1 に示したように，芽胞形成は，形態的にもまた化学構造的にも明らかに異なった 7
つの Stage を経て進行する(5)0 Stage V は芽胞殻がassembly される時期であり，この時期にある種
の処理を行うことは，芽胞殻の構造と機能を検討する一方法としてきわめて有効な手段であると思わ
れる。
芽胞殻中のシステイン残基は S-S 結合の形で芽胞の抵抗性に寄与していることが， Vinter(6) によ
り報告されている。また Fitz-James ら (7)は，芽胞殻中のリン含量が芽胞殻の構造と密接な関連を有
することを報告している。そこで， S H基やリン酸基に強い親和性を有する(8)塩化第二水銀を芽胞殻
の形成期 (Stage V) に添加し，形成した芽胞の諸性質を検討することにより，芽胞殻の機能解明を
試みた。
本論
第 1 章 水銀添加培地で、形成した芽胞の形態構造および諸性質
Bαcillus megaterium QM B1551菌を Schaeffer液体培地で同調的に培養した。培養 9 時間目
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燥重量は Table 1 に示したように未処理芽胞の61%であり形態観察の結果を裏付けた。
Table 1. DNA Content in Core Fraction, Hexosamine Content in Cortex 
Fraction, and Dry Weight of Coat Fraction 
DNA * Hexosamine 料 Dry Wt. of Coat 柿*
Intact Spore 
Hg-Spore 
19.8 ( 1.00) 
24.3 ( 1.23) 
30.5 ( 1.00) 
46.6 ( 1.53) 
299 ( 1.00) 
182 ( 0.61) 
事 :μg/core fraction from mg spore 
**.μg/cortex fraction from mg spore 








しかし， Table 2 に示したように800C30分間の熱処理で水銀芽胞はほとんど死滅し，熱に対する抵
抗性をもたなかった。
Table 2. Heat Resistance of Hg-Spore 
Colony Counts XlO-s/mg Spore 
Heat Resistance 









* : Survival spores after heating at 80"C for 30 minutes. 
本菌芽胞は通常ブドウ糖および硝酸カリウムにより発芽するが， 60oC30分間熱活性化した後ブドウ
糖O.5mM，硝酸カリウムO.5mM を加え 610nmtこおける OD減少率を指標として発芽実験を行うと，水銀
芽胞は未処理芽胞と同様に完全に発芽し，正常な発芽能を有していた。熱活性化を行わない場合には，
Fig.2 に示したように，未処理芽胞は発芽しないが水銀芽胞は熱活性化した場合と同様に完全に発芽
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Fig.2. Germination of spores induced by glucose plus KN03 
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Fig.3. Germination of spores induced by KN0 3 • 








芽胞殻を， 1. 0% SDS , 50mM DTT を含む pHIO.Oの緩衝液で370C 20分間抽出処理すると， Table 
4 に示したように芽胞殻タンパク質の80~90%が，抽出され，リンは40~50%抽出された。この抽出





Table 3. Chemical Components of Spore Coats 











values are expressed asμg/mg coat 
抽出成分を， O.l%SDS を含む pH10.0の緩衝液中で Sephadex G-200 にかけたときの溶出パター
ンを Fig.4 に示した。 Tube No.30付近に， 280nm のタンパク質の吸収と， リンの放射活性の大きな
F「υ
丹、uつ』
Table 4. Solubilization of Spore Coats 
(%) XlO-3 32p cpm/mg coat (%) 町roteinμg/mg coat 
solubi lized total solubilized total Coat 
( 40) 1. 61 
∞ 
4.00 ( 78) 612 (100) 786 Intact 
( 51) 
Spore coat was solubi lized in 50 mM carbonate buffer 
1 % SDS and 50mM DTT for 20 mﾍnutes at 37"C. 
0.79 










































Fig.4. Sephadex G-200 chromatogram of So1. A~fracti on. 




組成を検討した (Table 5) 。未処理および水銀芽胞ともに，アスパラギン酸，セリン，グルタミン酸，
グリシン，アラニンを多く含み，その組成に大差はみられなかった。しかし，未処理芽胞ではタンパ
ク質 1 mgあたり 0.1μmole のリンを含んで、いるのに対し，水銀芽胞ではその値は約半分であった O
? ?? ?ヮ“
分子量11 ， 000の低分子タンパク質は，芽胞殻タンパク質の主成分として B. sω tilis (9 , 10, 11, 





Table 5. Amino Acid Composi tion and Phosphorus Content of 
LM-proteins in Sol. A-fraction of Spore Coat 
Amino Acid ・ Intact Hg 
Lys 6.2 4.4 
His 1.8 1.8 
Arg 5.3 5.3 
Asp 12.4 11. 4 
Thr 7.2 8.0 
Ser 9.9 10.2 
Glu 9.0 8.0 
Pro 0.0 0.0 
Gly 15.2 16.3 
Ala 9.6 12.7 
Cys 7.2 4.6 
Val 3.9 3.5 
Met 0.0 0.5 
Ile 4.0 4.1 
Leu 5.6 5.4 
Tyr 0.0 0.4 
Phe 2.6 3.6 
Phosphorus 事事 1.01 0.49 
事: mole percent 
事事: XlQ-l μmole /mg protein 
第 3 章 芽胞殻低分子タンパク質の存在部位
芽胞殻タンパク質の主成分である低分子タンパク質は，多くの芽胞形成菌で知られているが( 2 , 
9 , 10, 11 , 12) ，その存在部位については検討されていなし」第 1 章で示したように，本菌芽胞は内
層，外層の 2 層よりなるが， Kondo ら (13， 14) は，アルカリ抽出，超音波処理を用いて，芽胞殻を，
アルカリ可溶性画分 (A-fr) ，パラクリスタル画分 (P-fr) ，抵抗性画分 (R-fr) の 3 画分に分画し，
R-fr は芽胞殻外層に，また， A-fr , P-fr は内層に相当することを報告している。
この分画法を用いて分画した各画分におけるタンパク質含量を Table 6 に示した。 A-fr は芽胞殻
タンパク質の40% ， P-fr は55% をしめているのに対して， R-fr はわずか 4% にすぎず，分子量11 ， 000
qδ ワ'“
の低分子タンパク質が芽胞殻タンパク質の主成分であることを考えあわせると，この低分子タンパク
質がR-fr に由来しているとは考えられない。また，この低分子タンパク質は， Table 4, Fig.4 およ
び電気泳動の結果から，芽胞殻タンパク質の60%以上をしめることより， A-fr , P-frの両画分より抽
出されたものと思われた。 A-fr ， P-fr のゲル電気泳動でも低分子タンパク質と同じ位置にバンドが
検出され，上記の結果を裏付けた。このことから，分子量11 ， 000の低分子タンパク質は芽胞殻内層に
存在することが明らかとなった。
Table 6. Contents of Protein i n Spore Coat Fractions 
protein μg /mg spore (%) 
Fraction Intact Hg 
Spore Coat 232.7 (1∞) 149.0 (100) 
A-fr 94.3 ( 41) 62.8 ( 42) 
P-fr 129.0 ( 55) 80. 7 ( 54) 
R-fr 9.4 ( 4) 5.4 ( 4) 
第 4 章 発芽に対する芽胞殻外層の役割
第 2 章，第 3 章では， SDS , DTT を用いて芽胞殻を可溶化し，芽胞殻内層のタンパク質に結合し
たリンが発芽に関与することを明らかにした。しかし， Table 4 に示したように，タンパク質は大部
分抽出されたものの リンの約50%は抽出されずに不溶性画分に回収され，これはタンパク質と結合
しないリンが多量に存在することを示唆している。タンパク質含量の低い芽胞殻外層 (R-fr) は，こ




Table 7 に示したように，未処理芽胞では， R-fr は最もリン含量が高く，水銀芽胞の R-fr のリン
含量は未処理芽胞の約 5 分の l に低下していた。この結果は，第 1 章で述べた発芽剤に対する感受性
増大の要因として 芽胞殻内層のリンタンパク質と共に外層のリンの関与を強く示唆している。
Table 7. Distribution of 32p in Spore Coats 
cpm/mg fraction XlO-3 (%) 
Coat Aイr P-fr R-fr 
Intact 2.33 (100) 4.59 (100) 5.59 (100) 




糖やアミノ酸を用いていたために，発芽剤の認識すなわち発芽の第 1 段階から，次の第 2 段階へとす
みやかに移行し，第 l 段階における発芽剤の挙動を検討することが非常に困難で、あった。




そこで， Cdのとり込みを検討したところ，接触直後から急激に芽胞内にとり込まれ， 5 分で最高に
(Fig.5) 。この Cd の約60%は芽胞殻に存在してわり，
(Table 8) 。
また，芽胞殻中Cd の大部分は R-fr に達した
タカジアスターゼ処理によりこのCd はリンに結合していること
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Fig.5. Uptake of cadmium into spores during germination. 
Table 8. Distribution of Cadmium in Spore 
(%) Cdμg/mg spore fraction 
100.0 50. 72 whole cell 






















そこで，芽胞内部へは侵入しないと考えられる分子量5，000-5, 500の 14C_ イヌリンを内部標準とし
て 3H_ 水の透過性を検討した。 Table 9 に示したように未処理芽胞では 3H-水と 14C- イヌリンの比が
1. 06であるのに対して，水銀芽胞は1.26 (p く 0.05 )であり，水銀芽胞は未処理芽胞と比較して水
の透過性が著しく増大しているものと考えられた。
Table 9. Permeabi lity of Intact Spore and Hg-Spore 
結 ~，ð. 再開
[3H-H20J/ [I4C-InulinJ 
Exp 1 Exp 2 Exp 3 
Intact Spore 1. 18 1. ω 0.97 
Hg-Spore 1. 29 1. 22 1. 27 
申:p く 0.05
mean :tS. E. 
1. 06 土0.06
1. 26 土0.02 申
1 )芽胞殻形成期に塩化第二水銀を添加することにより，芽胞殻が薄く，熱に対する抵抗性の低い，
また，発芽剤に対して高い感受性を示す水銀芽胞を調製することができた。
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論文の審査結果の要旨
細菌芽胞殻の機能を明らかにするための手段として，従来から行なわれてきた方法とは全く異なっ
た方向から検討を加えた。すなわち，芽胞形成期中芽胞殻の生合成が行なわれる時期に重金属を添加
し，特異的に芽胞殻の生合成を阻害することに成功した。この方法により形成させた芽胞は，芽胞殻
が薄く，かつもろくなっており，しかも耐熱性が失なわれ，また，発芽剤に対する感受性が増大して
いることが判明した。耐熱性の低下は芽胞への水の透過性に大きな変化があることに基因するものと
した。これらの結果から芽胞殻は芽胞の耐熱性に関係する構造のひとつであるとともに発芽剤に対す
る選択性の第 1 関門であることを証明し，この選択には，芽胞殻表面のリン酸基が関与していること
を明らかにした。これらの研究成果は全く新らしい手法で検討されたもので芽胞研究に新らしい重要
な知見を加えたものと考えられ，薬学博士の称号を授与するに値する研究と判定した。
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